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@ Trager zur chemischen oder/und enzymatischen Umsetzung von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten 
an Festphasen 

Die Erfindung betrifft Trager zur chemischen oder/und 
enzymatischen Umsetzung von Nukleinsauren oder Nuklein- 
saurefragmenten an Festphasen bestehend aus einem un- 

loslichen, nicht quellbaren, porosen Polymeren, an das ein • f 

oder mehrere eventuell mit in der Nukleinsaurechemie ubli- 
chen Schutzgruppen versehene Nukleinsauren oder Nu- 
kleinsaurefragmente fixiert sind, wobei die Poren des Poly- 
meren im wesentlichen eine definierte Grd&e zwischen 1400 
und 1 0000 A besitzen, sowie die Verwendung solcher Trager 
bei chemischen oder/und enzymatischen Umsetzungen von 
Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten an fester Pha- 
se. 
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Beschreibung 

ynbonukJeotidfra»mente vnn " i « £ z> B - 2um Aufbau von Deoxvriboni.Eu rn,scher / u " d enzymatischer 
Phosphoryiierunt^m 5 F„l X5 ~u° Elnheiten Kettenlange chemfsch s v ntt e!nSaure < DNA ) Oligodeox- 

durch gegenseitige Wats^CriJk^eX^^ richti * e Po^ioni? u ng ^er et^en p" d ° PPe '- 

Uberlappung der Fragmente erreicht wS rh f ^ ^"^ening und somit zum H Fra ?, mente 

^^^^^ 
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fur die chev.ische Svnthese von Nukleinriuren kann so eine srroiie Zahl von. rehisequenzen auftreten. Die 
^an-elnde'.-r.e.hani'sche Stabiiitat von Papier bei l&ngerer ChemiKa Uenoeansorucnung or.ngt auBercem 
SchwierSeuen in der maschineiier, Synthese mit sich. weswegen eisher bequenzen von mehr a.s 20- ,o oasen 

S °Sefq^l^ je nach Reaktionsmedium durch Quellung brw Entquellung des Materials 

bcfrachSiche W aS ch- und Reaktionszeiten auftreten. AuBerdem kann es zu D.ifus.onsproolemen jcomrncn. 
We.en d eser N'achteile werden ublicherweise nichtqueilbare Trager tur d,e chemisette Umsetzung msbesonde- 
die sVnthese von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten, emgesetzt. E:n gebraucnliches Matenal 

^ sSef ist a S if oft eingesetzter unloslicher Trager fur den chemischen Aufbau von Nukleinsauren. Dieses , 
Ma eria! besUzt eine breite Verteilung verschiedener PorengroSen und erne unregelmaB.ge Porenstruktur. 
Materia Desuz erne ore : 5 Verwendung sowohl chemischer als aucn enzymatischer 

JaitioSschStf ^ wu?de P n von Z Hostomsky & J. Smrt in Nucl. Acids Re, 18 241 i -244 (1987) Fractosil 1000*. 
Sn SU SSel m it einer PorengroBe von 1000 A und Sephacryl-500*. ein durch dreidimensionale Vernetzung von 
finea en DexTran Ke ten mit N.N'-Methylen-bis(acryiamid) erhaltliche, hydrophiles, gelbildendes, d. h quellba- 
res Ma«HaUuf ihre Eignung ais Tragermaterialien miteinander verglichen. Es wurde dabei festgestellt,daB das 
nichtaSare S ilicagel im Gegensatz zu dem gelbildenden Trager die enzymatischen Reaktionen. L.gierung 
bzw Fre se"ung der fertigen Nukleinsaure vomTragermaterial teilweise bzw. vollstand.g .nhibierte. 

Nacn wie vor bestand deshaib bis heute Bedarf an Tragermaterialien fur den kombin.erten Emsatz chemischer 
und Jnzvmatischer Methoden zur Umsetzung von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten an unloslichem 
St^m ™^«™>- das fUr chemische Reaktionen die Nachteile quellbarer Trager verme.det und 
vorr^ilhaft fur enzvmatischeReaktioneneingesetzt werden kann. , _ . 

Sfe A sao dTE^findung war es. geeignete Trager fur die chemische oder/und enzymauscne Umsetzung 
vo? NukSfnsVuren oder Nukleinsaurefragmenten an Festphasen bereitzustellen. die die vorstehenden Anforde- 

^rfeiest^rddiese Aufgabe durch die in den Anspruchen charakterisierte Erfindung. vr , , . .. . 

ot r t rTmSngsgemSi Trager zur chemischen oder/und enzymatischen Umsetzung von Nukleinsauren oder 
Nuktein aurefrfgmenten besteht aus einem unloslichen, nicht oder nicht wesent hch quellbaren portsen Poly- 
meSran das dtf zur Reaktion zu bringenden Nukleinsauren oder Teile von Nukleinsauren eventuell m.t m der 
SukSns*^ Schutzgruppen versehen. fixiert sind. wobei die Poren des Po lymeren >m w«entl,- 

chen emc : Serte GroBe zwischen 1400 und 10 000 A besitzen. Bevorzugt sind "^/^y™:^.^™" P ° r «" 
im wesentfichen definierte GroBen zwischen 2000 und 5000 A aufweisen. wobei unter "dehniert eine maximale 
Abweichunevon ±10% vom angegebenen Wert verstanden wird. ^••n„„ ,.„h 

oTerraschen^demeise hat sich gezeigt. daB solche Polymere, die diese PorengroBenbedingungen erfullen und 
hJ . ^nrerzIsTmmensetzun. her gegenuber den fur die chemische und enzymauscne Umsetzung von 
SuJeTnskuren ?rfordS^A;enzie5 resistent sind, sich gut fur sowohl chemische als auch enzymatische 
RetSnen wie ? ^ solche fur die Synthese von Nukleinsauren eignen die manuell oder automata *h durchge- 
Whrt werden konnen. Insbesondere wenn es sich bei dem Tragerpolymeren urn em Matenal handdt das 
w&BriH ^Losungen, insbesondere Pufferlosungen. als Medien fur Enzymreakuonen nicht aus den HoMraumen 
r^m?eB? lS i enzymatische Reaktionen. wie Ligierungen mit Ligasen oder Abspaltungen von Nukleinsau- 
r^t^liS^^him^x^. z. B. mit Restriktionsenzymen. schnell und vollstand.g ab. All .toW 
mgerpol^ere werden anorganische Materialien, insbesondere solche, die ,m wesenthchen aus Sihcmm- und 

^^SS^^^S^^^^ - d insbesondere auch fur enzymatische Umsetzunge n von 
NukSnsTuren ^JZ^^r^m,, Glas mit einer kontrollierten PorengroBe von etwa 3000 A erw.e- 

Umsetzungen istder erfindungsgemaBe Trager hervorragend geeignet. ..nterschiedlichste Art und 

Die immobilisierten Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmente konnen auf die unterschiedlicnste An : una 

cn:nae C rNukreinsauren aus. es konnen aber auch OJgomere ^ingesetzt ■■^^^SS^X^SL 
zung sind oft groBere Nukleinsaurefragmente an das polymere Tragermate^nalgeDunaen. uie e y 
Umsetzung von kleinen Nukleinsaurefragmenten ist aber naturuch oft g^ nd ^ u S einsaurefragment e Qber 
In einer bevorzugten Ausfuhrungstorm des erf.ndungsgemaBen Trigers s '"^'^"^^ die von 
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I ? ° 

Polymer-O — Si — CH,— CH 2 — CH,_NH — C PH r-u I 

| C — CH 2 — CH 2 — C — O-Nukl. 0) 

OR' 

in der 

R^'ndR' H^ G | l8? H lit J einCr kontrolli e"en PorengroBe von etwa 3000 A 

ESSen? Nukle.nsaurechem.e ubhchen Schutzgruppen versehenes Fragment einer Nn- 

^^S^ von NukleinsSuren he.orragend be- 

. Das Fragment einer Nukleinsaure™ d? tee^vn^JT* Alatt durch S^hn werden. * * 

bes^rs^ hjbcn jch far enzymatische Umsetzungen 

kleot.de aus 15-25 NukJeotiden. UKleot '^n bewahrt. Ganz besonders bevorzugt sind solche Oligonu- 

Gait (Eg ^nucleotide Synthesis - a practica, 

SSSh rS b T^ Ugter Trager durch Aminop ^yHerung von" cSSSE?™" 1 V f rfahren ka ™ ein solcher ganz 
He.de berg Bundesrepublik Deutschland) und UraS n, wntrolled pore glass 3000 A (CPG 3000. Serva, 

Phenylsuccnyl substituierten eventuell durch in . S*SK5? h'" 1 • Pre f^!? den am 3 '- £nde durc " V™™- 
Nuklemsaurefragment hergestellt werden &kfi!L » , saurechem,e "blichen Schutzgruppen versehenen 
klemsaure oder NukleinsauUai^^ von etw * ' ilteSoZlNu 

ErwT t e md ?^ hCrgeSte,,t WCrden - Besonde " 

sen^^^ 

tr£»2!?Z^^ -Synthese von Nukleinsiuren verstan- 

NukJemsaurechemie Ublichen Sdhnugnipt^^^' i ^^ ^° n ^' wie ein event ^« mit in der 
Monomeremheiten berstehendes eventuell ?b«faS ttSiStS Z N "Ueotid, oder ein aus mehreren 

germatenal fixiert wird. mittels chemischer oder/und S ,n^ t *** a . Nu "««»»«™«niginent an ein unlasliches Tra 

T VCda , ngert Und nach Ab ^3 ^2^XSS^N^ ,,0 . ^e^ Um "I" 6 ° dCr mehrere Mon°- 
Phase abgelost wird. ^yntnese die fertige N ukleinsaure gegebenenfalls von der festen 

synthetisieren lasseato^d^^^ bis zu 60 Monomereinheiten 

Monomeremheuenverlangert werden, wie tfJs^SStttad^SS I Nukle.nsauren aus mehreren hundert 
geben «st. Obliche Enzyme sind z.B Kinasen ,n der B«chreibung des Standes der Technik wiederee- 

Festphase fertig synthetisierten NukleSre von Z U ° d Llga , Sea Auch 2ur Abspaltung der in e ne r 
Restriktionsendonukleasen. Nuu * m **™ von der Tragermatnx kdnnen Enzyme einjesetz! werden z B 

^&12K VS£S1?S?SS^^ die *• - -y- 

Nachteue mangelnder mechanischer StabilkaTtter ™ 2 d ?. EmSatzes <l«eUbarer Festphasen dfe 

aktionen oder im Falle des Einsatzes nichmS^ e .^f Und Reaku °nzeiten sowie eventuelier Nebenre- 
und damit unvollstandige ReJ£nento^^^^ rf TO « ld |; I-hiWerungw eingesetzter S^nTe 
konnten die chemischen Syntheseschritte au ' S^^^S^]^"" 0 ^ eini * er di «~ NacHS 
Syntheseschntte auf einem quellbaren Material dCSJSh« 5^ rJ^™"'"" 1 und die enzymatischen 
Synthese das Tragermaterial gewechselt werden mu&l bedeu «te jedoch, dafl wShrend de? 

nendurchgefflhrt werden muSlen m "° te Und verl ""re,che Abtrenn- und AnkopplungsreakST 

F^^SSS bCStehend aUS den Sch ™™ 

Porases PolZTZS^ 

mente und gegebenenfalls Abfpnltxms^^^^n^^^^^^ dur ° h Weitere NuldeinJaurefra? 
mcht auf und ist ebenso fur die ZnzymlSi$M^^ t H 0m Unlosl,c u h 5 n ^eist diese Nacht£?e 

aufbau geeignet. Ein Wechsel des Sa^ateriib ""V"** ? r den chemi ^hen Nukleinsaure 

schntte ist mcht ndtig. germatenals bei Kombmation chemischer und enzymatischer Synthese 
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ErfindungsgemaB wird als Tragermaterial ein im wesentlichen aus Silicium- und Sauerstoffatomen bestehen- 
des Polymer hevorzugt, das sich durch seine groBe mechanische Stabiiitat und durch seine hohe permanence 
Porositiit and geringe Quellungsporositat besonders auszeichnet. Dies gilt ganz besonders fur Gias einer 
detinierten PorengroBe zwischen 1400 und ! 0 000 A. Insbesondere Glas einer kontrollierten PorengroBe von 
etwa 2000 — 5000 A, ganz besonders solches einer kontrollierten PorengroBe von etwa 3000 A zeigt hervorra- 
gende Eigenschaften, die es als nichtquellbares, poroses Material fur eventueil automatisierbare Festphasenver- 
fahren empfehlen. Besonders hervorzuheben 1st hierbei die Eignung zur Immobilisierung von Nukieinsauren 
oder Nukleinsaurefragmenten und die Eignung soicher festphasengebundener Substanzen als Enzymsubstrate 
zu wirken. 

Nukleinsaurefragmente konnen auf die unterschiedlichste Art und Weise an das Tragermaterial fixiert wer- 
den. Besonders vorteilhaft ist es jedoch, wenn die Nukleinsaurefragmente, die gegebenenfails mit Schutzgrup- 
pen versehen sein konnen, kovalent an das unlosiiche, nichtqueilbare Polymere gebunden werden, vorzugsweise 
Qber einen Spacer, wobei als Spacer eine Vieizahl von Substanzen in Betracht kommen, die von dem Fachmann 
je nach den zur Frage stehenden Umsetzungsbedingungen gewahlt werden konnen. Ganz besonders vorteilhaft 
hat es sich erwiesen. wenn die Nukleinsaurefragmente, die gegebenenfails durch eine in der Nukleinsaurechemie 
ubiiche Schutzgruppe geschutzt sein konnen, mit einem Aminopropyisilyl-Spacer (— Si— (CH2>3 — NH)— ) an das 
Tragermaterial gebunden werden, z. B. mittels (C2HsO)3Si— O— (CH 2 )3 — NH 2 . Insoweit sind die vorstehend 
beschriebenen Trager der allgemeinen Formel I besonders geeignet fur das erfindungsgemaBe Verfahren. 

Eine Inhibierung von Enzymen wird hierbei nicht beobachtet. Dies gilt insbesondere fur Polynukleotidkonase, 
DNA-Polymerase sowie RNA- und DNA-Ligase und Restriktionsendonukleasen. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren eignet sich deshatb ganz besonders fur enzymkatalysierte Umsetzungen immobiiisierter Nukleinsaure 
oder Nukleinsaurefragmente. Beispiele soicher enzymatischen Umsetzungen sind die enzymatische Phosphory- 
Herung von Oligonukleotidfragmenten, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit T4-Poiynukieotid- Kinase, 
das Anligieren von DNA-Fragmenten an Oligonukleotide, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit Hilfe von DNA- 
Ligase in Gegenwart eines Gegenstrangfragments, 

Kettenverlangerung durch einstrangiges Anknupfen von DNA-Fragmenten mit 3'-Riboterminus an ein immobi- 
lisiertes Oligonukleotid, wie z. B. Oligodeoxythymidylat, mit Hilfe von RNA-Ligase, 

Repiikation eines immobilisierten RNA-DNA-Hybridstranges durch Klenow-DNA-Polymerase in Gegenwart 
eines universeil einsetzbaren Starteroligonukleotids, wie z. B. Oligodeoxyadenylat oder 

Abschneiden eines immobilisierten Oligonukleotid-Doppelstranges durch den Einsatz von Restriktionsenzymen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines unioslichen, nichtquelibaren, porosen 
Polymeren, dessen Poren im wesentlichen eine definierte GroBe zwischen 1400 und 10 000 A haben, ais Trager- 
material fur die Immobilisierung von Nukieinsauren oder Nukleinsaurefragmenten, insbesondere dann, wenn 
soiche tragerfixierten Verbindungen zur chemischen oder/und enzymatischen Umsetzung von Nukieinsauren 
oder Nukleinsaurefragmenten an einer Festphase eingesetzt werden. Soiche Polymere eignen sich auch zum 
Einsatz fur Syntheseautomaten zum Aufbau von Nukieinsauren, da sie sich durch hohe mechanische Stabilitat 
und dauerhafte Belastbarkeit mit wechselnden Reagenzien und Losungsmitteln auszeichnen. Ganz besonders 
geeignet sind die vorgenannten Polymere jedoch als Tragermaterial fur enzymatische Umsetzungen, da diese 
daran ungehindert ablaufen. 

Bevorzugt sind anorganische Polymere, insbesondere soiche, die im wesentlichen aus Silicium- und'Sauerstoff- 
atomen aufgebaut sind. Vorteilhafterweise besitzen soiche Polymere Poren definierter GroBe zwischen 2000 
und 500 A. Ganz besonders vorteilhaft hat sich Glas mit einer kontrollierten PorengroBe von etwa 3000 A 
erwiesen. 

Soiche weitporigen, nichtquellbaren Polymere eignen sich fur die chemische Synthese, weil sie leicht aus- 
waschbar sind, so daB Reagenztenuberschusse und Losungsmittel gut entfernt werden konnen. AuBerdem 
erlaubt das erfindungsgemaBe Tragermaterial sehr hohe, nahezu quantitative Ausbeute bei den chemischen 
KLondensationsschritten. 

Als besonders vorteilhaft erweist sich die erfindungsgemaBe Verwendung weitporigen, nichtquellbaren Poly- 
mers fur enzymatische Reaktionen zum Aufbau oder zur Abkopplung von Nukieinsauren vom Tragermaterial. 
Enzyme werden durch das Material nicht inhibiert und akzeptieren die damit immobilisierten Nukieinsauren 
oder Nukleinsaurefragmente als Substrate. 

Im folgenden wird die Erfindung durch Beispiele naher erlautert. Diese sollen jedoch keine Einschrankung des 
Erfindungsgegenstandes bedeuten. 
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fndenBeispieJenverwende t eAbka rzungen 

^ e " os in- 5 '-triphosphat 

tthylendiamin-tetraessigsaure 
Counts pro Minute 

Polyethylengiykoi 
Tris/EDTA-Puffer 
Rinderserum-Albumin 

UesoxynukJeosidtriphosphat 
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Beispiel 1 

SyntheseinnnnobilisierterCd^oOligonukleotide 

a) T - A ' S ' VmheSe imm0bi,,Sierten en De oxy th ym i dins 

a) Tragermateria! Controlled Pore Glass fCPGHs „ 

'ass(CPG) (S erva.He i de, berg , Bundesrepub , ikDeutschiand) 

Aminopropylierung 

li^r? A i4oobzwcpG 3oo 0 

3 wJ • " Am ' n °P ro Py | -triethoxy S il an 
3mJTnmethyJchIorsilan 

CPG 1400 bzw CPG 3000 ■ a a 

*weimal mit j e 20 ml 50 oZL abgesaugt und dreimaj mit je 20 ml To? i ^ anschlieBend 18 h unter £ST 
M ^S~ Met^ if, 20 m ' und 

Me hanolgewascheaAnschliSendww ,C fluSSlge Phase ™*d abgetrennM,„,?? G ™ dann Qber Nacht in 

Je 20 ml M«,h.„ol ^S^S^^!^*' S^tt^cSE^ ^-""WOtoralan in 10 ml afc. 

.„„, , 5 '-°- DMTl - 3 '-0-S U cciny|.„ u< ;|„ !id 
24 nunol DMTrdT J- Am.r. Ch.m. Soo 10MU5-3,,, (m,) w ^„ 

5 ml IVridli. ab° * ylammo(,)Tidi " < D «AI>) 

Nach Trocknen der DM, i« !il u die or Sa™che Phase anschliea/„^ g • g f gen e,s ^0hite I0%i»wMiW 
Feather nacngewT^r ' ^ «^ D " Niederschla^X^ S53SS2SjSs 

An Darstellung des p-Nitrophenylesters 

^ Ma " eUCCi ^ C — * "~ — - 10, 31S 5 -31 91 (1981) und E L 
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, m mol 3'.O.succinylier«es Nucleoside vorstehend beschneben herge.tellt) 

1 mmol (207 mg) Dicyclohexylcarbodunrud (DCC) 
1 mmol (140 mg)4-Nitrophenol 
3 ml Dioxan, abs. 
0,2 ml Pyridin.abs. 

und das DCC zugefogl. Aus der anf.np I ktare. ' '» dOnnschiehtchronm.ogr.phisch g =prutu D.cy 

Umsetzung der Aktivester mit dem aminopropylierten Trager 
Analog Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chen, Soc. 103, 3185- 3191 (1981) werden 
1 mmol 5'-0-DMTr-3'-0-(4-nitrophenyi)succinyl-deoxythymidin 

23 g Tragermaterial 
8 ml Dimethyiformamid, wasserfrei 

1 ml Triethylamin, wasserfrei 20 
1 ml Acetanhydrid 

5 ml Pyridin, wasserfrei /nUAP v 
50 mg 4-N t N-Dimethyiaminopyndin (DMAr; 

Diethyls gewaseh.n. Nach dtm Trocknen an d«r Lu r ».rd d, e iut E ssig»ur«anhydrid in absolu- 

gewaschen. an der Luft und im Vakuum getrocknet 

b) Tragermaterialien Cellulose bzw. Sepharose 
Beladung der organischen Tragermaterialien mit 3'-C-succinyliertem Nucleosid 
Analog R. Frank et at, Nucl. Adds Res. 1 1. 4365-4377 (1983) werden 
2gtVigerm.t«W(W^ 

1 mmol 3'-0-succinyliertes Deoxythymidm 40 
2,08 g (7 mmol) MSNT 

02 ml 1-Methylimidazol 
150 ml absolutes Pyridin 
50 ml Pyridin 

50 ml Chloroform 4 5 
50 ml Ether 

20 ml Acetanhydrid . nUAP , 
1 g 4-N,N-Dimcthylaminopyndin(DMA4') 

zur Reaktion gebracht , . . absolutem Pyridin versetzt und absolutiert. Dann 

Das T*Mern«e^^ und der Ansatz 3 Stunden bei 

wird das 3'-0-succmylierte Nuc eosid verfarbende Reaktionsl6sung wird m einer 

Raumtemperatur geschutteit Dje s tc h "* Pyridin, Chloroform ,und 

t^w^^g™^^^ 

c) BestimmungderTragerbeladung 
n. Moncncr-B^adung d* "^I"** £^ 

der Formel berechnet: 

£Wnm)x V (ml) a: 143 _ xumo l Nucleotid/g Trager 
Einwaage (mg) 
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£498 - 7 x 10 4 cm 2 mmoi-' 
Es werden die folgenden Beladungen ermittelt: 
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Trager 



Monomer Beiadung 
(^mol/g) 



10 



CPG 1400 DMTrrlT 

CPG3000 15 ' 8 

Cellulose ' SK? w? 10 ' 4 

Sepharose DMTrHT ? 6 '? 



DMTrdT 91 3 

B. Synthese von CPG-(dT 20 ). CeHuiose-^) und Sepharose-(dT 20 ) 

a) Synthese yon CPG-(dT 2 o) 

Reagenzien 

A» (NR2 ' MC) ™ R - -P-Py« 350 mg Tetrazo, in 1 0 m , ab S o.u tem 
Oxidation: SE^lf? A « tonitril 

Waschschntte: wasserfreies AcetonitrH TEA> 75 ml und 4 m | l-Me,hyii m idazoI 



Die einzelnen Schritte eines Zykius laufen wie folgt ab: 

1. Detritylierung: 
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ten Waschen mit Dichlormethan). 

c) Beladungsdichte 

Die Herstellung von (dT 2 o)-Oligonukleotiden an den verschiedenen Tragermaterialien im SAM I-Synthesege- 5 
rat ergab foigende Beladungen: 

Trager Endbeladung 

CPG 1400 1 17 u.mol/g io 

CPG 3000 7,8 u.mol/g 

Cellulose-F.P. 25,4 u.mol/g 

Sepharose CL 307 u.mol/g 

15 

Nach Abspaltung der Schutzgruppen (DMTr und Methoxy) verblieb das Oligonucleotid an der festen Phase 
und wurde nach Entfemung von Reagenzien und organischen Losungsmitteln bis zur Verwendung fur enzymati- 
sche Umsetzungen getrocknet und im Kuhlschrank aufbewahrt. 

d) Schutzgruppenabspaltung 20 

Abspaltung der DMTr-Schutzgruppe 

Wahrend einer Synthese wird die DMTr-Gruppe mit 2% Trichloressigsaure in Methyienchlorid wahrend 
2 min bzw. 30/0 Dichloressigsaure in Methyienchlorid innerhalb 3 mm abgespalteru SoU das Produkt ohne 25 
Affinitatschromatographie auf gereinigt werden, so erfolgt die sofortige Detrityherung des Ohgonucleotids noch 
Sn Synthcseapparat Nach einer affinitatschromatographischen Aufreinigung erfolgt die Abspaltung der DMTr- 
ShuCruppe vom Oligonucleotid durch eine 30minutige Behandlung mit 800/oiger Essigsaure Nach erfolgter 
TyophSZn wird zwfimal Wasser zugegeben und erneut lyophilisiert. Die DMTr-Gruppe wird dann mit Ether 
extrahiert und das Produkt eingedampft. 30 

Abspaltung der Methoxy-Gruppe am Phosphat 

Die Abspaltung der Methoxygruppe erfolgt durch Behandlung des Tragers mit einer frisch bereite ten Losung 
aus^Dhenol TEA : Dioxan =, 1 T 2 : 2 uber einen Zeitraum von 45 min. Die flQssige Phase wird anschheBend 35 
abgetrennt und der Trager dreimal mit I ml Methanol und dreimal mit 1 ml Diethylether gewaschen. 

Beispiel 2 

Enzymatische 5'-Phosphorylierung eines immobilisierten (dT) 2 o Oligonucleotids 40 

Zu 100 ug CPG3000-(dT2o) aus Beispiel 1 (ca. 50pmol-lnmol 5'-OH-Endcn) wird 1 yd Kinase- Puffer 
UOO mM Trfs-Salzsaurepuffer pH 7,6, 100 mM Magnesiumchlorid, 10 mM DTT, 50% Glycenn , 1 jd HJp-ATP 
sowieT J e ner 100 uM kalten ATP-Losung, 1 ul T4-Polynukleotid-lCinase zugefQ ? und mit bicta**^ 
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 |il aufgefullt Die Reaktionsmischung wird 13 Mjnuten bet 37 C mku- 45 
biert Zur quantitattven Phosphorylierung der freien 5'-Hydroxylgmppen wird anschheBend 1 ul 1 mM ATP 
zug^gSen q und weitere 15 Minuten bei 37*C reagieren gelassen. Die Beendigung der Reaktion erfolgt durch 
Zugabe von 1 ui 250 mM EDTA- Losung/ 10 u.1 Reaktionsldsung. 

Reaktionsansatz 



Stammldsung Reagenz Endkonzentration 



CPG 3000 

X-"p-ATP 0,1 u.M 

400 mM Tris.HCl pH 7,6 40 mM 

100 mM Magnesiumchlorid 10 mM 

10 mM DTT 1 mM 

50% Glycerin 5°/o 

4 u7u.l T4-PN- Kinase 400 u7ml 

10 u.1 Gesamtvolumen 



Der Trager wird anschheBend zur Entfernung ungebundener Reaktanden und Puffer funfmal mit t jewcib 
50?I C S M DikaUumhydrogenphosphat-L5sung gewascher. Die Effizienz der ^ as '^ 
kov-Messung uberpriif t. Die am Trager verbleibende Restakuvitatsmenge hegt bei diesem Verfahren zw,scnen 
8 x 10 5 und 2,4 x 10 6 cpm. 
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MinSte^^ werden die Zerfil.e pro 

tatsmenge zwischen 8 x lb* and 2™ 0* com la I e n , n a 0rm f a f e " S /' n "l!ation S2 ahler. Die Radioaktivi- 
Phosphats im am Tragermaterial immobilisierTen O 1 S Me " ge des ein 8ebauten radioaktiven 

tern" ATP volIstSndig* phosphory w irrSIch? dte R^ J.™' - D * anschlie3end dur <* von "kal- 

Kinase-ReaktionuberhauptstaugS^ Aussa S e dar "ber, ob die 

Beispiel 3 

Enzymatische Verkniipfung von immobilisierten DNA-Fragmenten mit DNA-Ligase 

^^^IW^J^S^^^i phosphory.ierte O.igothymidylat aus Beispiel 2 wird 

AbkQhlen auf Raumtemperatur hybridisiert 2 3 DNA i £»2 E « f"" d a " schh eBendes, langsames 

10 mM Magnesiumchlorid, 1 m M I ZTp 1% il M ATP Ind 2 ^ DNA '"^re- Puffer. P H 7,6, 

Reaktion S gemisch6-24Stund e nbei20-Ctakubbrt ^ DNA-Ligase werden zugegeben und das 



Reaktionsansatz 



Stammlosung Reagenz Endkonzemration 

CPG 3000- 
(dT)2op 
Oligo A 
Oligo T 

1,5 mM ATP 150 \iM 

10 mM Magnesiumchlorid 1 mM 

760 mM Tris.HCI, pH 7,6 76 mM 

6 DNA-Ligase 600 n/mi 

20 M-l Gesamtvolumen 



deiuiturierJ^enPoS^JSSSS^S 5 'f ert -. An ?jW»fleirfe Gelelektrophorese an einem 10-20%, 
tigung des AuwrSSSS^^S^S ^s^M^*^ ^ Edukt " Und Pr °duktbanden nach der Anfer- 
Vergleichsmessung Sv^^StSS. W Ammon,umacet ^ » m ^ E ^A wird durch Cerenkov- 

TabeUe: DNA-Ugase-Reaktionen 



CPG 3000- 

(dT)». 

Phosphat 


Oligo A 


Oligo T 


Ausbeute an 
Ligierungsprodukt 


1 mg 


1 nmoi 


(dT) I0 
1,1 nmol 


47% 


1 mg 


(dA)i 2 -i8 

0,8 nmol 


(dT) l0 
1,1 nmoi 


47<Vb 


500 ng 


p(dA)25-30 

23 nmoi 


(dT) l0 
5,5 nmol 


69% 


100 ng 


(dA)2o 
1 nmoi 


(dCTAGGT l0 ) 
1 nmol 


95% 



Beispiel 4 

Enzymatische Verknupfung von immobilisierten DNA-Fragmenten und Desoxyoligonucleotiden mit 

nbo-Terminus mit RNA-Ligase 
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Alie Puffer und Losungen, die eingesetzt werden, werden zunachst autoklaviert oder steril filtr iert. 

Zu 100 ug immobilisiertem 5'-terminal phosphorylierten Eicosathymidylat aus Beispiel 2 wird Desoxyoligonu- 
cleotid mit 3'-Ribo-Terminus gegeben und lyophilisiert. AnschlieBend werden 15 p. I 100 mM ATP-Losung, 4 u.1 
10 mM Spermin,4 u.1 100 mM Magnesiumchloridlosung und 4 u.1 100 mM DTT-Losung dazugegeben und lyophi- 
lisiert. 2 u.1 500 mM HEPES und 3 u.1 DMSO werden zugefugt, kurz geschuttelt und dann mit 10 u.1 40%iger 
Polyethylenglykol-Losung sowie mit 5 u.1 RNA-Ligase aufgefullt Die Reaktionsmischung wird 48 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. 

Reaktionsansatz 



oiainiiuudUiig 




FndWonzent ration 

!««UUIiwll4tWim anvil 




Trager-(dT)2oP 






Oligonucleotid-rA 




100 u,M 


ATP 


75 mM 


10 mM 


Spermin 


2 mM 


100 mM 


Magnesiumchlorid 


20 mM 


100 mM 


DTT 


20 mM 


500 mM 


HEPES-Puffer,pH 7J5 


50 mM 


100% 


DMSO 


15% 


40% 


Polyethylengiykol 


20% 




(MW 6000) 




11 mg/ml 


RNA-Ligase 


28 u,g/u,l 


20 u.1 


Gesamtvolumen 






Durchgefuhrte Umsetzungen 



Ansatz gelostes Menge Ausbeute 

OHgonucleodd 



1 


d(T 7 A 2 )rA 


1 nmol 


55% 


2 


d(T 7 A 2 )rA 


2 nmol 


70% 


3 


d(T 7 A 2 )rA 


4 nmol 


63% 


4 


d(T;A 2 )rA 


4 nmol 


66% 


5 


d(T 7 A 2 )rA 


5 nmol 


82% 


6 


d(GATCCA)rA 


5 nmol 


80% 


7 


d(GATCCA)A 


2 nmol 


66% 


8 


d(N)4 8 rA 


500 pmol 


30% 


9 


d(N)4 8 rA 


500 pmol 


40% 


10 


d(N) 48 rA 


700 pmol 


46% 



Nach erfolgter Umsetzung wird der Trager dreimal mit jeweils 500 ul TE (10 mM Tris-Salzsaure- Puffer, 
pH 7,6, 2J5 mM EDTA) gewaschen, eine Probe entnommen, mittels Ammoniakbehandlung vom Trager abge- 
spalten und gelelektrophoretisch an einem 10— 20%igen Polyacrylamidgei aufgetrennt. Analog zura Verfahren 
bei den DNA-Ligasereaktionen aus Beispiel 3 werden die Ausbeuten nach der Gelelution durch Cerenkov-Ver- 
gleichsmessungen bestimmt. 

Wenn nach der ersten RNA-Ligasereaktion weitere RNA-Ligasereaktionen durchgefQhrt werden sollen, muB 
zunachst eine quantitative Phosphorylierung der DNA -Termini mit Hydroxylenden erfolgen, HierfQr muB der 
Trager zur Entfernung von Reagenzien aus der RNA-Ligasereaktion phenolisiert werden: 

— Zugabe von 500 \l\ Phenol, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, Phenolphase abnehmen; 

— Zugabe von 500 ul Phenol: Chloroform - 1 : 1,30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, organische 
Phase abnehmen; . 

— Zugabe von 500 ul Isoamylalkohol: Chloroform 1: 25, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, or- 
ganische Phase abnehmen, kurz evaporieren. 

Durch eine anschlieBende erneute Durchfuhrung der Phosphorylierungsreaktion mit T4-Polynucleotid- Kina- 
se liegt die Radioaktivitat des Tragers wieder auf 1—2 x 10 6 cpm und die 5'-Termini sind phosphoryliert. Erne 
weitere. im AnschiuB durchgefuhrte Einzelstrangverknupfung mit RNA-Ligase gibt am Beispiel der Tragerpro- 
be 10, welche als immobilisierte Oligomere die Oligonucleotide (dT>20P und dT 2 o(dN)4aAp enthait, folgende 
Umsetzungen: 
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Trager 



i CPG-T 20 rAd(N)48P 



Abkurzungen: 



gelostes 
Oligonucleotid 



d(N) 32 rA 



Produkt 
Ausbeute 



Nebenprodukt 
Ausbeute 



CPG-dT 2 orAd(N)48rAd(N) 3 2 
19% 



CPG-dT 2 orAd(N) 3 2 
11% 



fTEr "gca CG g C c a CA J; CAT CAA GAA cgc cta caa ° aa ogo cga gtg at. 

d(N) J2 rA-5' GAG CCA GAC GCC OCT GGT GAC OCT GTT CAA AA rA 

Beispiel 5 

Replikation eines immobilisierten Oligonucleotid. mit Hilfe von DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) 
Ni^aS^ bidestilUenen, Wasser und 3,1 

phosphat (emMIt jeweik 23 mM dAT? ™GTP dCTP und dTTPl T, , i ™ mM °«"»»"cteo.ldtri. 

r; » g ^,s d„ o^A.Po^t^s^s ss^iiE^oKaia "SI 



Reaktionsansatz 



Stammldsung Reagenz 



2jiM 
10 mM 
500 mM 
100 mM 
1 mM 
500 ug/ml 
30 nl 



Trager-(dT)2o-OIigo. 
Oligo A 

Y- 32 p-ATP 

dNTP 

Tris.HCl pH 7 PL 

Magnesiumsuifat 

DTT 

BSA 

Gesamtvolumen 



End ko nzen tra tio n 



02 uM 
1,6 u.M 
50 inM 
10 mM 
0,1 mM 
50 u.g/ml 



Durchgefuhrte Umsetzungen 



CroaSJSwrS&lTTr 1 ^ P/ ge " wart V ° n 2 ^ ^enow.Polymerase nach Hybridisierung an 

cpm Trager vorder Replikation: 41 400 
cpm Trager nach der Replikation: 243 850 
cprn Trager nach Denaturierung: 52 570 
cpm Uberstand nach Denaturierung: 184 330 

Ergebnis: homologe Reihe ab ca. 14 mer bis 30 mer 
20 mer und 30 mer zeigen starkere Bande 

Bahn B: Banden nach Tragerdenaturierung (nur Oberstand) 
brgebnis: homologe Reihe ab ca. 14 mer bis 30 mer 

Beispiel 6 

Einsatz von Restriktionsenzymen zum Abschneiden eines Oligonucleotid- Doppelstranges vom Trager 
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Der Ansaiz w.rd in einem Gesamtv °' u X Beisoiel 5) wird mil 16 ul Wasser versetzt. 2 ul Low-salt-re- 

und 2 ul EcoRI zugegeben. Der Ansatz wird 1 Stunde bei 37 C inkubiert. 

Reaktionsansatz 



Stammlosung Reagenz 



Endkoazentration 



10 mM 
10 mM 
1 mM 
20 ul 



CPG 3000- 
(dT)2o-OUgo. 

Tris.HClpH 7,5 

MgCl 2 

DTT 

Gesamtvolumen 



1 mM 
1 Mm 
0,1 mM 



10 



15 



20 



Das Ergebnis d«, Spahung «W »ach AM-! : £ ^~™g£££j£S£iStti5Z 
Geleletaophore S e geprM,. wobe, d,e J^S^fiSte™. sowte die durch Hybridisierung gebunde- 

^X^ttt^^Z^^S:^ S ind. Es wi,d k .ine ,nhibie™ng des tarifc. 

tionsenzyms beobachtet. 

Beispiel 7 

Anngierene^DNA-Fragmeme^^^^^ 



25 



30 



35 



Reaktionsansatze 



Trager/Menge 


Oiigo A 


dTio 


Ausbeute 

Ligierungs- 

produktges. 


(dT>3o 


40 


CPG 3000 
500 


p(dA)25-30 

23 nmol 


5p nmol 


69% 


51% 


45 


Cellulose Fp 
1 mg 


p(dA>25-30 

23 nmol 


53 nmol 


68% 


43% 


50 


Sepharose CL4B 
1 mg 


p(dA)25-30 

23 nmol 


53 nmol 


65% 


41% 



Die angeg.be.en Ausbeuten S ind bezogen .uf den Umsau des radical markierKn Oligonudeoud, am 
^dreiv^.nd.renTrager^^^^^ 

sereaktion .ergleicabar. D.e be,den ^«™^"J^"to«" S ettSS ridioaWiv markierten ATP) z U befreien. 

denen radioaktiven Phosphats vorhanden. . „ dreiTrag ern vergleichbar. Aufgrund der besseren 

JZ^£3SZ^™£itttt£l> geUnaehfen Ugadonsp^uic, <dT* be, 

CPG 3000eindeutigbesser. mic ^. fl Qvnthese das Problem auf, dafl durch Entstehen neuer 

„£^en«^^ 

gebitdet werden. Dies ist beobachtbar durch Zunahme der ™tf"°e. Tracer auQerst quellfahig ist. 



55 



60 



65 



13 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



OS 38 01 987 

werden. Die Automatisierung der Synthese fcr m, u u • 

Patentanspruche 
1. Trager zur chemischen oder/und en7v m! ,fic^ r r 
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